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Kombinationen von polysulfatierten Heparinen bei der Bekampfung von Retrovirusinfektlonen 



Eine Vielzahl bosartiger lymphatisch-leukami- 
scher Neoplasien bei Mausen, Rindern, Vogeln, 
Affen und Menschen werden durch Retroviren her- 
vorgerufen. Insbesondere wird die erworbene Im- 
munschwache (AIDS) beim Menschen durch ein 
Retrovirus, das HIV (human immunodeficiency vi- 
rus), verursacht 

Ansatze zur prophylaktischen und therapeuti- 
schen Chemobehandiung der genannten Virusin- 
fektionen beim Menschen und anderen Saugern 
sind die Hemmung der Virusvermehrung durch 
Hemmstoffe der Reversen Transkriptase, durch 
Hemmstoffe der Bindung der Retroviren an die 
Wirtszelle, durch Hemmstoffe der Virusbiosynthe- 
se, durch antiviral wirksame Lymphokine sowie 
durch Retinoide. 

In der noch nicht publizierten deutschen Pa- 
tentanmeldung 37 44 119 wurde die Verwendung 
von polysulfatierten Heparinen zur Prophylaxe und 
Therapie von durch Retroviren verursachten Krank- 
heiten beschrieben. 

Gegenstand der Erfindung ist die Kombination 
von polysulfatierten Heparinen mit Hemmstoffen 
der reversen Transkriptase, und/oder mit Hemm- 
stoffen der Bindung von Retroviren an die Wirtszel- 
le, und/oder Hemmstoffen der Virusbiosynthese, 
und/oder mit antiviral wirkenden Lymphokinen, 
und/oder mit Retinoiden. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Ver- 
wendung von Kombinationen von polysulfatierten 
Heparinen mit Hemmstoffen der reversen Trans- 
kriptase, und/oder mit Hemmstoffen der Bindung 
von Retroviren an die Wirtszelle, und/oder Hemm- 
stoffen der Virusbiosynthese, und/oder mit antiviral 
wirkenden Lymphokinen, und/oder mit Retinoiden 
zur Prophylaxe und Therapie von durch Retroviren 
verursachten Krankheiten. 

Die folgenden Beispiele geben bevorzugte Be- 
standteile fur die Kombination an. 

Beispiele fOr Hemmstoffe der Reversen Trans- 
kriptase sind: 

3'-Azido-2',3'-dideoxythymidin, 2' ; 3'-Dideoxycyti- 
din, 2',3'-Dideoxythymid!n, 2',3'-Dideoxyinosin, 
2\3'-Dideoxycytidinen, 2\3'-Dideoxyadenosin, 3'- 
Azido-2\3-dideoxyadenosin, 3'-Azido-2',3'-dide- 
oxyuridin sowie Foscarnet (vgi. Trends in Pharma- 
cological Science, Vol. 8 (1987), 339-345; J. Med. 
Chem. 30 (1987), 1270-1278 und dort zitierte Lite- 

ratur). \ ( H |cUiu- v 

Beispiele fur Hemmstoffe der Bindung von Re- 
ft troviren an die Wirtszelien sind Diphenylhydantoin 
f und (4,4'-Dihydroxydiphenyl)-hydantoin (EP-OS 
J 236 951), Peptid T (EP-OS 249 390) sowie mono- 
I kionale Antikorper gegen TVRezeptoren wie z. B. 
J 0KT 4 (Nature 325 (1 987) 773-773). 

CM ? 



Beispiele der Hemmstoffe der Virusbiosynthe- 
se sind Avarol und Avaron (J. Natl. Cancer Inst 78 
(1987), 663-666). 

Beispiele fOr antiviral wirksame Lymphokine 
5 sind Interferon a, Interferon 0, Interferon y (Antiviral 
Research 6 (1986), 1-17), Tumor Necrosis Factor a 
(TNFa) und Lymphotoxin (TNF 6) (Nature 323 
(1986), 819-822). 

Beispiele fOr Retinoide sind all-trans-Retinsau- 
io re, 13-cis-Retinsaure. Retinol, Etretinate, 4-Hydroxi- 
phenylretinamid. Temaroten. Acitretin, all-trans- 
3,7,1 1 ,1 S-Tetramethyl-2.4,6,1 0,1 4- 
hexadecapentaensSure, 1 ,2,3,4-Tetrahydro-1 ,1 ,4,4- 
tetramethyl-6-(1-methyl-2-(4-hydroxy-phenyl))- 
75 ethenylnaphthalin und 1 ,2,3,4-Tetrahydro-l ,1 ,4,4- 
tetra-methy 1-6(1 -methy l-2-(4-ethylsulfonylpheny l))- 
ethenylnaphthalin. 

Ganz besonders eignen sich fOr Kombinationen 
mit polysulfatierten Heparinen 3-Azido-2',3'-dide- 
20 oxythymidin, 2',3'-Dideoxycytidin, Foscarnet Di- 
phenylhydantoin, (4,4'-Dihydroxydiphenyl)- 
hydantoin, OKT*, Avarol, Avaron, Interferon-/?, Tu- 
mor Necrosis Factor a und 0, Retinol, alRrans- 
RetinsSure, 13-cis-Retins§ure, Aciretin und 4-Hy- 
25 droxiphenylretinamid. 

Polysulfatiertes Heparin ist Heparin, welches an 
beliebigen freien Hydroxy- und Aminogruprjen zu- 
sStzlich sulfatiert ist, so dafi dergch wefelgehj lt bei 
mindestens 13 % liegt Das erfindungsgemSB ver- 
30 wendete polysulfatierte Heparin besitzt vorzugswei- 
se einen Schwefelgehalt von 13 bis 16 %. Polysul- 
fatierte Heparine mit einem Schwefelgehalt von 
Uber 16 % sind praktisch nicht herstellbar. 

Das polysulfatierte Heparin kann als solches 
as oder in Form seiner Salze mit physioiogisch ver- 
tr§glichen Basen verwendet werden. Als Salze sind 
insbesondere die Na- f Ca- und Mg-Salze zu verste- 
hen. Auch Salze mit organischen Basen wie Dieth- 
ylamin, Triethylamin oder Trlethanolamin kommen 
40 in Betracht. Der Ausdruck "polysulfatiertes Hepa- 
rin" - wie er hier verwendet wird - schlieflt die 
Salze mit ein. 

Das Heparin, welches polysulfatiert wird, kann 
naturlich vorkommendes Heparin sein, welches ein 
45 Molekulargewicht im Bereich von 10 000 bis 40 
000 Dalton besitzt. Durch Behandlung des natOrlich 
vorkommenden Heparins mit Nitrit (Biochemistry 
15, (1976) 3932) oder mit einer Mischung aus 
Schwefelsaure und ChlorsuIfonsSure (FR-PS 2 538 
50 404) erhSIt man Heparine mit geringeren Moleku- 
largewichten. Polysulfatierte Heparine mit einem 
Molekulargewicht von unter 1000 eignen sich nur 
noch schlecht zur Bekampfung von Retroviren. Am 
besten geeignet sind polysulfatierte Heparine mit 
einem Molekulargewicht von etwa 2000 bis 20 
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0000. Die polysulfatierten HejMRI mit einem Mo- 
lekulargewicht von 2000 bis 9000 haben darOber 
hinaus den Vorteil, dafl sie oral appliziert werden 
kdnnen. 

Die fOr die Kombination verwendeten polysulfa- 
tierten Heparine haben einen SchwefelgehaK von 
13,0-16,0 %. bevorzugt von 13 % bis 15 % sowie 
ein Molgewicht von 2 000-40 000, bevorzugt von 3 

000 bis 14 000. 

Polysulfatierte Heparine hemmen die Reverse 
Transkriptase und hemmen die Replikation von Re- 
tro viren, insbesondere von HIV-l-Viren. 

Durch die Kombination von polysulfatierten He- 
parinen mit Hemmstoffen der Reversen Transkrip- 
tase, und/oder mrt Hemmstoffen der Bindung von 
Retroviren an die Wirtszelle, und/oder Hemmstof- 
fen der Virusbiosynthese, und/oder mit antiviral wir- 
kenden Lymphokinen, und/oder mit Retinoiden wird 
die Hemmung der Virusreplikation in Qberadditiver 
Weise verstarkt 

Diese Wirkungsverstarkung kann durch die 
Kombination von einem Teil <Teil = Gewichtsteil) 
eines polysulfatierten Heparins mit f § 
0,2 M0~ 3 bis 2M0~ 3 Teilen 3'-Azido-2 ,3 -dideox- 
ythymidin, # t 

4M0" 3 bis 4*10" 2 Tellen 2 ,3 -Dideoxycytidin, 

1 bis 20 Teilen Diphenylhydantoin, 
0,1 bis 2 Teilen Avarol, 

0,1 bis 2 Teilen Avaron, 

0,05 bis 5 Teilen all-trans-Retinsaure bzw. einem 
anderen Retinoid 

0.05 bis 2 Teilen Tumor Necrosis Factor alpha 
0,01 bis 1 Teilen Lymphotoxin 
0,05 bis 5 Teilen Interferon-gamrna 
1 bis 100 Teilen OKT^ 
erhaiten werden. 

Die erfindungsgemaflen Verbindungen k6nnen 
in Ublicher Weise oral oder parenteral (subkutan. 
intravends, intramuskulSr, intraperitoneal) verabfolgt 
werden. Die Applikation kann auch mit Dampfen 
oder Sprays durch den Nasen-Rachenraum erfol- 
gen. 

Die Dosierung hangt vom Alter, Zustand und 
Qewicht des Patienten sowie von der Applikations- 
art ab. In der Regel betrSgt die tagliche Wirkstoff- 
dosis zwischen etwa 0,1 und 2 mg/kg Korperge- 
wicht bei parenteraier Gabe und zwischen 1-10 
mg/kg Korpergewicht bei oraler Gabe. Im Normal- 
fall werden mit taglichen Dosen von 3 mg/kg oral 
und 0,5 mg/kg parenteral zufriedenstellende Ergeb- 
nisse erzielt 

Die neuen Verbindungen k5nnen in den ge- 
brauchlichen gaienischen Applikationsformen fest 
oder flussig angewendet werden, z. B. als Tablet- 
ten, Filmtabletten, Kapseln. Pulver, Granulate, Dra- 
gees, Suppositorien, Losungen, Salben, Cremes 
oder Sprays. Diese werden in dblicher Weise her- 
gestellt. Die Wirkstoffe konnen dabei mit den ubli- 
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chen gaienischen HlWnitteln wie Tablettenbindern, 
FUllstoffen, Konservierungsmitteln, Tabletten- 
sprengmitteln, Rieflreguliermitteln, Weichmachern, 
Netzmitteln, Dispergiermitteln, Emulgatoren, L6- 
5 sungsmitteln, Retardierungsmitteln, Antioxidantien 
und/oder Treibgasen verarbeitet werden (vgl. H. 
Sucker et al: Pharmazeutische Technologie, 
Thieme-Verlag, Stuttgart, 1978). Die so erhaitenen 
Applikationsformen enthalten den Wirkstoff norma- 
10 lerweise in einer Menge von 0,1 bis 99 Gewichts- 
prozeni 
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Beispiel 1A 



Herstellung von polysulfatiertem Heparin 

10 g unfraktioniertes Heparin oder 10 g depoly- 
20 merisiertes niedermolekulares Heparin werden in 
100 ml H 2 0 gelost und Ober eine Saule mit 50 ml 
Kationenaustauscher (z.B. DOWEX© MSC-1) gege- 
ben und mit H 2 0 eluiert im Eluat erscheint die 
entsprechende freie Heparinsaure. Diese wird so- 
25 dann mit ca. 30 ml Pyridin auf pH 7 neutralisiert 
und anschlieflend lyophilisiert Die Ausbeute be- 
tragt ca. 11 g Heparin-Pyridinium-Salz. 

Die nach obiger Methode hergestellten 
Pyridinium-Salze diverser Heparine stellen das zur 
30 Polysulfatierung eingesetzte Ausgangsmaterial dar. 
Die Intensity der Sulfatierung ist hierbei abhangig 
von der Menge der eingesetzten Chlorsulfonsaure. 
Die folgende Vorschrift soli die Hersteliung diverser 
polysulfatierter Heparine naher eriautem. 
35 10 g Heparin-Pyridinium-Salz wurden in 50 ml 

Pyridin unter Einleitung von Stickstoff eingerOhrt 
und auf 50* C erwarmt Separat wurden 20 ml 
Chlorsulfonsaure (2 ml/g Heparin-Pyridinium-Salz) 
unter ROhren in 300 ml Pyridin eingetropft. Die 
40 Temperatur dieses Reaktionsansatzes betrug 
90* C. Nach kurzem ROhren wurde die Pyridin- 
Chlorsulfonsauremischung in die vorgelegte ■ 
Heparin-Suspension unter heftigem ROhren einge- 
bracht. Oanach wurden weitere 60 min bei 50* C 
45 nachgeruhrt und auf Raumtemperatur abgekQhlt. 

Der kornige Niederschlag wurde abfiltriert, mit 
Methanol nachgewaschen, in 100 mi 0,5 % NaCt- 
Losung aufgenommen und mit 600 ml Ethanol aus- 
gefallt. Der erhaltene Niederschlag wurde in H 2 0 
so gelost und das Pyridin-Heparin Qber 80 mi Katio- 
nenaustauscher DOWEX® MSC-1 wiederum in die 
freie Heparinsaure OberfQhrt. Diese wurde sodann 
mit 10 N NaOH auf pH 7 eingestellt und mit dem 
6-fachen Volumen an Ethanol ausgefallt Das Sedi- 
55 ment wurde in 100 ml H 2 0 aufgenommen, filtriert 
und gefriergetrocknet. Die Ausbeute betrug 10,8 g, 
das erhaltene Produkt (A) hatte ein Molekularge- 
wicht ( TOW") von 14 200 Dalton und einen Schwe- 
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felgehalt von 14.8 %. 

Analog wurden Produkte mit folgenden Eigen- 
schaften hergestellt: 

IB. ( RJW") = 8.200, Schwefelgehalt 14,9 % 
(aus Heparin und dem Molekulargewicht von 7.700 
Dalton) 

IC. ( Wff) = 5.600, Schwefelgehalt 14,1 % 
(aus Heparin und dem Molekulargewicht von 5.100 
Dalton) t 

ID. ( WAT) = 4.300, Schwefelgehalt 13,6 % 
(aus Heparin und dem Molekulargewicht von 3.800 
Dalton) 

IE. ( WN~) = 2.800, Schwefelgehalt 14,7 % 
(aus Heparin und dem Molekulargewicht von 2.500 
Dalton) 



Beispiel 2 

Auf einer Tablettenpresse werden in Oblicher 
Weise Tabietten folgender Zusammensetzung ge- 
preflt: 

100 mg Substanz des Beispiels 1A 
50 mg 3'-Azido-2'.3'-dtdesoxythymidin 
120 mg Maisstarke 
13,5 mg Gelatine 
45 mg Milchzucker 
2,25 mg Aerosil® 

(chemisch reine Kieselsaure in submikroskopiscn 
feiner Verteilung) 

6.75 mg Kartoffelstarke (ais 6 %iger Kieister) 



Beispiel 3 



Hersteilung von Dragees 

In Qblicher Weise werden Dragees folgender 
Zusammensetzung hergestellt 
150 mg Substanz des Beispiels 1D 
50 mg Avarol 
60 mg Kernmasse 
60 mg Verzuckerungsmasse 

Die Kernmasse besteht aus 9 Teilen Maisstar- 
ke, 3 Teilen Milchzucker und 1 Teil Luviskol® VA 
64 (Vinylpyrrolidon-Vinylacetat-Mischpolymerisat 
60:40, vgl. Pharm. Ind. 1962, 586). Die Verzucke- 
rungsmasse besteht aus 5 Teilen Rohrzucker, 2 
Teilen Maisstarke, 2 Teilen Calciumcarbonat und 1 
Teil Talk, Die so hergestellten Dragees werden 
anschlieflend mit einem" magensaftresistenten 
Oberzug versehen. 
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Hersteilung einer LSsung 

7 g Substanz des Beispiels 1B und 3 g TNFa 
werden in 5000 mi Wasser unter Zusatz von NaCI 
gelost und mit 0,1 N NaOH auf pH 6,0 eingestellt 
so da/J eine blutisotonische LSsung entsteht die 
steril filtriert wird. Jeweils 5 ml dieser Losung wer- 
den in Ampullen gefullt 



Ansprilche 

1. Kombination von polysulfatierten Heparinen 
mit Hemmstoffen der reversen Transkriptase, 
und/oder mit Hemmstoffen der Bindung von Retro- 
viren an die Wirtszelle. und/oder Hemmstoffen der 
Virusbiosynthese. und/oder mit antiviral wirkenden 
Lymphokinen, und/oder mit Retinoiden. 

2. Verwendung von Kombinationen von poly 
sulfatierten Heparinen mit Hemmstoffen der rever- 
sen Transkriptase, und/oder mit Hemmstoffen der 
Bindung von Retroviren an die Wirtszelle. und/oder 
Hemmstoffen der Virusbiosynthese. und/oder mit 
antiviral wirkenden Lymphokinen. und/oder mit Re- 
tinoiden zur Prophylaxe und Therapie von durch 
Retroviren verursachten Krankheiten. 



Patentanspruch fQr folgenden Vertragsstaat : ES 

Verfahren zur Hersteilung eines Arzneimittels 
gegen Retroviren. dadurch gekennzeichnet. dafl 
man polysulfatisierte Heparine mit Hemmstoffen 
der reversen Transkriptase, und/oder mit Hemm- 
stoffen der Bindung von Retroviren an die Wirtszel- 
le. und/oder Hemmstoffen der Virusbiosynthese. 
und/oder mit antiviral wirkenden Lymphokinen. 
und/oder mit Retinoiden mischt und anschiiefiend 
zu einer Appiikationsform verarbeitet 
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